UV-bestraling af mikroorganismer
LARERVEJLEDNING

Fremstilling af petriskdle med YPD-agar

Opskrift til 10-15 agarplader, 9 cm i diameter:

a. Afvej YPD-agar (altsa agarpulver med YPD-nzeringsstoffer - kan kgbes feerdigblandet)
svarende til 200 mL fzerdigt substrat — se vejledning pa beholderen (hvis der ikke er
nogen vejledning pa beholderen, sa prgv med 14 g). Overfgr det til en 250 mL
Bluecapflaske.

b. Opslaem agaren i 200 mL koldt demineraliseret vand ved omrystning, og lad det suge
vand til sigi 15 minutter.

c. Sgrg for at laget pa Bluecapflasken sidder Igst pa. Forsyn lag/flaske med en stump
autoklave-indikatorpapir (indikerer med megrke streger nar det har veeret varmet
tilstraekkeligt op).

d. Autoklaver flasken med indhold i 15 min. ved 121 °C. Husk at szette Bluecapflasken i
autoklavepose og at komme vand i bunden af autoklaven! Flaskerne kan efter afkgling
skrues til og opbevares ved stuetemperatur i et par maneder.

e. Smelt nzeringssubstratet i en mikrobglgeovn (pas meget pa overskumning/st@dkogning)
eller i 100 °C vandbad i 30 minutter.

f. Efter afkgling til ca. 50 °C ophaeldes det flydende substrat i sterile petriskale.

e Hold petriskalens lag sa meget hen over bunden som muligt, sa kimfaldsrisikoen
mindskes.

e Laeg lag pa petriskdlen med det samme.

e Stil med det samme de stgbte petriskdle oven pa hinanden — det mindsker
kondensdannelsen.

e Der skal kunne blive 10-15 YPD-agarplader (9 cm i diameter) af 200 mL substrat,
sd lav en substrattykkelse pa 1% —2 mm.

e Sa snart substratet er stgrknet, kan pladerne opbevares nogen tid i lukkede
plasticposer (hindrer udtgrring) i keleskab.

g. Huvis der er kondensvand i petriskalene nar de skal bruges, kan man tgrre dem ved at
stille bunden skrat oven pa laget — begge dele med bunden i vejret for at undga
kimfaldsforurening. 30-60 minutters t@rring er ofte nok.

UV-lamperne

Det er vigtigt at bglgeleengden pa UV-stralerne er hgjst 254 nm, og at effekten af lampen er
4 W. Husk ikke at kigge direkte ind i UV-lyset. Leengere bglgelaengde er afprgvet uden succes.
Afstanden mellem lampe og agarplade er ogsa en afggrende faktor. Man kan formentlig
skrue op for effektiviteten ved at mindske afstanden, men hele agarpladen skal jo belyses
jeevnt (i alt fald tilstreekkeligt), sa der er graenser for hvor lille afstanden kan veere.

Sterilisering af udstyr

Meget udstyr (fx baegerglas, spatler, og reremagneter) kan tale autoklavering ved 121 °C.
Der kan ogsa med held steriliseres vha. denatureret sprit. Demineraliseret vand steriliseres
let ved autoklavering i bluecapflaske.
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Andre mikroorganismer
Geaerkolonier har isser hvis de er lidt stgrre, form i stil med en

- i o i
keglevulkan hvor bakteriekolonier er mere — e

GAR BAKTERE

halvkugleformede. Farven er gralig.
Andre svampe kan have mange forskellige farver og former,
bl.a. disse:

Forventning til resultater

Man kan forvente at der kommer omkring 50 kolonier pa agarpladerne der ikke bestrales,
men det er ret svaert at fa kvantitativt reproducerbare resultater, sa der kan veere store
afvigelser fra det, ligesom det ikke er ualmindeligt at der er stor forskel pa hvor mange
kolonier der vokser frem pa et holds tre ikke-bestralede plader. Maske synker geercellerne i
de sma mikrocentrifugergr hurtigt mod bunden sa omrgring lige fér man udtager en
delprgve er meget afggrende. Til gengaeld kan man forvente at gaercellerne bliver slaet ihjel
af UV-bestradlingen nar lampens bglgeleengde, intensitet samt afstand til agarpladerne er
som beskrevet i vejledningen, sa man bgr ud fra forsgget kvalitativt kunne konkludere at UV-
bestraling kan sla gaerceller ihjel.

Vis eleverne

Hvis eleverne ikke f@gr har lavet mikrobiologiske forsgg, er det maske ngdvendigt i alt fald at
vise dem dette, inden de gar i gang med forsgget:

e Brug af mikropipette.

e Spredning af opsleemning vha. drigalskyspatel.

e Brug af reagensglasryster (vortex).

e Hvordan man undgar at Igfte laget pa petriskalene mere end hgjst ngdvendigt.
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